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@ Vorrichtung zur Durchfuhrung von Untersuchungen von organischen Substanzen wis Biomolekulen 

@ Die voriiegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur (^^^<^^K^^i<^Z^ 
Durchfuhrung von analytischen Bestimmungen von Sub- H:^=^Vt«s?THs=^:^mv — 41 
stanzen, insbesondere organischen Substanzen wie Bionno- 
lekuien, die eine nicht-monolithische Struktur bat und 
mindestens einen Bindungsbereich (1) zum Binden dcr zu 

untersuchenden Substanz und mindestens einen lichtdurch 

lassigen Bereich (2) enthalt. Die Bereiche bestehen aus 
Polymermateriaiien, die gleich oder verschieden sein kon- 
nen. Bei der vortiegenden Vorrichtung kann der Bindungsbe- 
reich (die Bindungsbereiche) unabhangig von dem iicht- 
durchlassigen Bereich einer Aktivierungsbehandlung unter- 
zogen werden. 

Diese Vorrichtung eignet sich besonders fur die photometri- 
sche Analyse bei der Bestinnmung von Biomolekulen in 
organischen Proben. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung von analytischen Bestimmungen von 
Substanzen, insbesondere organischen Substanzen wie 5 
Biomolekulen. die eine nicht-monolithische Struktur hat 
und die mindestens einen Bindungsbereich (1) zum Bin- 
den der zu untersuchenden Substanz und mindestens 
einen lichtdurchlassigen Bereich (2) enthalt. Insbesonde- 
re betrifft die vorliegende Erfindung eine Vorrichtung 10 
fur die photometrische Analyse, deren Bindungsbereich 
ausgezeichnete Bindungseigenschaften hat 

Zur Bestimmung kleiner Mengen von Biomolekuien 
in organischen Proben werden Verfahren wie Immun- 
oassays, Hybridisierung, DNA/RNA-Bindungsassays, 15 
eta eingesetzt Diese Verfahren beruhen auf immunolo- 
gischen Reaktionen, Antigen-Antikorperreaktionen, 
Ausnutzung der Eigenschaften von Nukleinsauren z. B. 
faei der Hybridisierung, Blottingtechniken oder PGR, die 
zur Charakterisierung dieser Substanzen geeignet sind. 20 
Zum Nachweis der zu analysierenden Probe werden 
ublicherweise Enzyme und farbveranderende Mittel zu- 
gesetzt 

Oblicherweise werden fur diese Verfahren Vorrich- 
tungen als Probenbehalter wie Probenrohrchen, Mikro- 25 
titerplatten oder ahnliches aus Polymermaterial einge- 
setzt. Die herkommlichen Behalter sind monolithisch, 
d, h. aus einem Stuck, gestaltet, so dafi der Bindungsbe- 
reich und der lichtdurchlassige Bereich identisch sind. 

Die zu untersuchende Substanz, 2. B, ein Antigen in 30 
einem Immunoassay, wird bei der Durchfuhrung der 
Untersuchung zunachst durch Bindung an die Oberfla- 
che des Probenbehalters immobilisiert Es wird ange- 
nommen, daB es sich hierbei nicht um eine durch eine 
chemische Reaktion bewirkte Bindung handelt, sondem 35 
um eine Bindung, die durch physikaiische oder nichtko- 
valente Wechselwirkungen zwischen dem Polymerma- 
terial des Behalters und der zu untersuchenden Sub- 
stanz bewirkt wird. 

Durch spezifische Reaktionen mit Enzymen oder 40 
farbverSndernden Mittel konnen die zu analysierenden 
Substanzen qualitativ und quantitativ bestimmt werden, 
indem z. B. die Intensitat der Farbanderung mittels Pho- 
tometrie gemessen wird. 

Beispielsweise macht sich das sogenannte ELISA- 45 
Verfahren (Enzyme Linked Immunosorbtion Assay) die- 
sen Effekt zunutze, das im einzelnen von E. Macy al. in 
"Enhanced ELISA: How to measure less than 10 pico- 

gramms of a -specific protein -in- less than 8 hours" 

FA-S.E.B. Journal, Bd. 2, S. 3003 —3009 (1988) und von 50 
S,F.De. St, Groth in "The evaluation of limiting dilution 
assays" J. Immunol. Meth., Bd. 83. S. 89—93 (1985) be- 
schrieben wordenist. 

Da diese Verfahren auf der Messung von Licht beru- 
hen, das die gefarbte Losungen durchdringt, konnen nur 55 
Probebehalter aus durchsichtigen, d. h. lichtdurchlassi- 
gen Materialen verwendet werden. Durch dieses Erfor- 
dernis ist aber die Auswahl an geeigneten Materialen 
stark eingeschrankt 

Aus der Beschrankung auf durchsichtige Polymerma- eo 
terialien folgt, daB auch nur beschrankte Bindungsei- 
genschaften und -moglichkeiten zur Verfugung stehen: 
das heiBt, es konnen keine nicht-lichtdurchlassigen Ma- 
terialien verwendet werden, selbst wenn ihre speziellen 
Bindungseigenschaften vorteilhaft waren. 65 

Da auch Aktivierungsbehandlungen der Oberflache 
zur Verbesserung der Bindungseigenschaft die opti- 
schen Eigenschaften des Materials nicht beeintrachtigen 



darfen, waren diese bisher ebenfalls nur beschrankt an- 
wendbar. 

Folglich waren bisher durch die Notwendigkeit der 
Verwendung von lichtdurchlassigen Materialen Fakto- 
ren, die das Bindungsvermogen polymerer Trager kenn- 
zeichnen, namlich Kapazitat, Affinitat und Stabilitat, in 
einera engen Bereich festgeiegt. 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine Vor- 
richtung zur analytischen Bestimmung, insbesondere 
zur analytischen Bestimmung von Biomolekuien, zur 
Verfugung zu stellen, die den zuvor beschriebenen Be- 
schrankungen nicht unteriiegt und fur deren Bindungs- 
bereich ein beliebiges Polymermaterial verwendet wer- 
den kann. 




Insbesondere ist es Aufgabe der Erfindung, eine der- 
artige Vorrichtung zur Verfttgung zu stellen, deren Bin- 
dungsbereich aus einem beliebigen Polymermaterial be- 
stehen kann und die sich besonders gut zur photometri- 
schen Bestimmung eignet. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung be- 
steht darin. eine derartige Vorrichtung zur Verfugung 
zu stellen, bei der der Bindungsbereich aktiviert werden 
kann ohne den lichtdurchlassigen Bereich zu beein- 
trachtigen. 

Diese Aufgaben werden durch eine Vorrichtung zur 
analytischen Bestimmung gelost, die eine nichtmonoli- 
thischen Struktur hat und die mindestens einen Bin- 
dungsbereich (1) und mindestens einen lichtdurchlassi- 
gen Bereich (2) enthalt 

ErfindungsgemaB konnen diese Bereiche aus ver- 
schiedenen Materialen bestehen und unabhangig von- 
einander hergestellt werden, wobei der bzw. die Bin- 
dungsbereich(e) unabhangig von dem (den) lichtdurch- 
lassigen Bereich(en) aktiviert werden kann (kdnnen). 

Im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme 
auf die Zeichnungen im einzelnen erlautert 

Fig. 1 zeigt eine bevorzugte Ausfuhrungsform der er- 
findungsgemaBen Vorrichtung im AufriB. 

Fig. 2 ist eine Draufsicht der Ausfuhrungsform gemaB 
Fig. 1. 

Fig. 3 zeigt einen Querschnitt der erfindungsgemaBen 
Ausfuhrungsform nach Fig. 1 und 2. 

Fig, 4 ist eine Draufsicht der erfindungsgemaBen 
Ausfuhrungsform nach Fig. 1. 

Fig. 5 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung, die auf einer Seite mit ei- 
ner Griffflasche zur besseren Handhabung versehen ist 
Die erfindungsgemaBe Vorrichtung besteht im we- 
sentlichen aus zwei unabhangigen Bereicheii,'harhlich 
einem Bindungsbereich (1) und einem Hchtdurchlassigen 
Bereich (2). 

Das heiBt, im Gegensatz zu den herkdmmiichen Vor- 
richtungen, die einheitlich (monolithisch) ausgebildet 
sind, hat die erfindungsgemaBe Vorrichtung einen nicht- 
monolithischen Aufbau, der aus mindestens einem Bin- 
dungsbereich (1) und mindestens einem lichtdurchlassi- 
gen Bereich (2) besteht, die von einander unabhangig 
sind und aus unterschiedlichen Materialen bestehen 
konnen. 

Der lichtdurchlassige Bereich (2) besteht aus einem 
durchsichtigen Polymermaterial z. B. Polystyrol, Poly- 
carbonat, Polyvinylchlorid usw. Unter diesen Materi- 
alen ist Polystyrol besonders bevorzugt 

Auch konnen Copolymere und Polymerblends dieser 
Materialien untereinander oder mit anderen Monome- 
ren, z. B. Butadien, verwendet werden, solange die opti- 
schen Eigenschaften nicht beeintrachtigt werden. Be- 
sonders bevorzugt ist ein Copolymeres von Styrol von 



DE 44 12 893 Al 



Butadien. 

Anders ais bei herkommlichen monolithischen Vor- 
richtungen zur Durchfiihrung von Bestimmungen von 
Biomolekulen kann erfindungsgemaB fur den Bindungs- 
bereich (1) ein beliebiges Polymermaterial verwendet 
werden. da die exakte photometrische Bestimmung 
dutch den separaten lichtdurchiassigen Bereich, der aus 
einem lichtdurchiassigen Polymermaterial besteht, si- 
cher gestellt ist. 

Vorzugsweise ist das Polymermaierial fiir den Bin- 
dungsbereich hydrophob und nicht poros, so daB die 
Anbindung von Biomolekulen und anderen Reagenzien 
besser kontrolliert werden kann. Geeignete Poiymer- 
materialen umfassen z. B. Polymere und Copolymere 
von Polystyrol, Polypropyien, Polybutadien, Poiyvinyl- 
chlorid, Polyamid, Polycarbonat, Epoxide, Methacrylate, 
Polyamid, Polyester, Polyather, Fluorpolymere oder 
Polymelamin. Es kann jede Art von Copolymer, wie z. B. 
statistische, alternierende. Block- oder Propfpolymere, 
verwendet werden. 

ErfindungsgemaB werden vorzugsweise Polymer- 
blends und Copolymere eingesetzt, da diese leicht mit 
Losungsmittel aktiviert werden konnen, wie es nachste- 
hend im einzeinen erlautert werden wird. 

Der Bindungsbereich (1) kann mindestens einen akti- 
vierten Bereich, der durch VergroBerung der Oberfla- 
che erhalten wird, enthalten. Dadurch erhalt der Bin- 
dungsbereich verbesserte Kapazitat und Affinitat zum 
Binden von Biomolekulen und die resultierenden Bin- 
dungen sind stabiler. 

Da die erfindungsgemafie Vorrichtung einen nicht- 
monolithischen Aufbau hat kann der Bindungsbereich 
(1) getrennt von dem lichtdurchiassigen Bereich (2) akti- 
viert werden, so dafi der lichtdurchlassige Bereich nicht 
durch die Aktivierungsbehandlung beeintrachtigt wird 
Die Aktivierung kann vor dem Verbinden der beiden 
Bereiche erfolgen. Daher konnen erfmdungsgemaB 
auch Aktivierungsmethoden, wie Sandstrahien und Pho- 
toatzen, eingesetzt werden, die bei herkommlichen Vor- 
richtung nicht anwendbar waren, da sie die optischen 
Eigenschaften beeintrachtigen. 

Die Aktivierung der Oberflache des Bindungsbe- 
reichs (1) kann mechanisch z, B. mittels Schleifen, sand- 
strahien, Photoatzen usw. erfolgen. Man nimmt an, daB 
durch diese mechanischen Verfahren die Polymermatrix 
nicht auf moiekularer Ebene verandert wird, sondem 
daB das Bindungsvermogen durch Erhohung der ver- 
- f ugbaren -Oberflache des -Bindungsbereichs -und durch 
Andening der Kohasion von wasseriger Losung an der 
Oberflache des Bindungsbereichs verbessert wird, 

Vorzugsweise wird das Polymermaterial des Bin- 
dungsbereichs (1) jedoch durch Behandlung der Ober- 
flache mit einem oder mehreren Losungsmjttel(n) akti- 
viert. Bevorzugte Losungsmittel sind solche, die die 
Polymermolekule an der Oberflache des Bindungsbe- 
reichs (1) teilweise auflosen, erodieren oder derart an- 
greifen, daB dadurch die Polymermatrbc aufgeschlossen 
wird, so daB eine Polymermatrbc erhalten wird. die mit 
den Biomolekulen binden kann. Fur diesen Zweck ein- 
satzbare LSsungsmittel umfassen z. B. Ather, AJkohole, 
Ketone, Aldehyde, Saurea Basen, Olefmc.lineare und 
cyclische Kohlenwasserstoffe, haiogenierte ICohlenwas- 
serstoffe und andere Losungsmittel, die teilweise die 
Bestandteile des Tragers auflosen konnen. 

Zur Aktivierung von einem oder mehreren Bereichen 
des Bindungsbereichs (1) wird die Vorrichtung eine aus- 
reichend lange Zeit in das Losungsmittel eingetaucht, 
um die Oberflache aufzurauhen, wodurch die Polymer- 



matrix aufgeschlossen wird. 

Das Losungsmittel kann auch durch Aufspruhen, Auf- 
streichen oder auf andere Weise auf die Vorrichtung 
aufgetragen werden. 
5 Die Zeit, die fiir die Aktivierung erforderlich ist, vari- 
iert in Abhangigkeit des bestimmten Losungsmitteis 
und des Polymersystems, das verwendet wird. Fur die 
meisten Anwendungen ist eine Aktivierungszeii bis zu 
einer Minute ausreichend. 

10 Den erfindungsgemaBen verwendeten Polymermate- 
rialen fiir den Bindungsbereich (1) und den lichtdurch- 
iassigen Bereich (2) konnen je nach Bedarf ubliche Zu- 
satze wie Farbstoffe, Verarbeitungshilfsmittel, Stabilisa- 
toren, Vemetzungsmittel, Weichmacher. Fullstoffe usw. 

15 zugesetzt werden. 

Ein wichtiger Gesichtspunkt bei der Herstellung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ist die Verbindung der 
beiden Bereiche, die aus unterschiediichen Polymerma- 
terialien bestehen. So ist es wesentiich, daB die Verbin- 

20 dung bzw. Nahtstelle glatt und einheitlich ist, da Risse 
oder Unebenheiten nichtspezifische Adhasion und/oder 
eine unzureichende Spulung bewirken, so daB die Wirk- 
samkeit und Zuverlassigkeit der Tests, die durchgefuhrt 
werden sollen, beeintrachtigt werden. 

25 Wie vorstehend beschrieben, ist die erfindungsgema- 
Be Vorrichtung nicht monolithisch, sondem besteht aus 
verschiedenen Bereichen, namlich mindestens einem 
Bindungsbereich (1) und mindestens einem lichtdurch- 
iassigen Bereich (2), die aus unterschiediichen Materi- 

30 alen bestehen konnen und unabhangig voneinander her- 
gesteilt werden konnen. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
hat sich insbesondere das sogenannte Zweistufen- 
SpritzgieBverfahren als geeignet erwiesen, da damit ei- 

35 ne glatte und einheitliche Verbindung bzw. Nahtstelle 
zwischen den beiden Bereichen erhalten werden kann. 

Bei dem Zweistufen-SpritzgieBverfahren wird zu- 
nachst der eine Teil (Bereich) der Vorrichtung gebildet, 
anschlieBend wird dieser Teil in eine zweite Form gege- 

40 ben und der zweite Teil (Bereich) wird rund um den 
ersten Teil herum gebiidet. Im Ergebnis wird eine Vor- 
richtung erhalten, die aus verschiedenen Teilen (Berei- 
chen) besteht, die aus verschiedenen Polymermaterialen 
gebildet sein konnen, wobei die verschiedenen Bereiche 

45 mittels Formpressen miteinander einheitlich verbunden 
werden konnen. 

Eine einheitliche und glatte Verbindung zwischen den 

verschiedenen - Bereichen .-kann -.auch.. durcK nahtlose... 

Klebstoffverbindung, UltraschallschweiBen oder andere 

50 Verfahren zum Verbinden von verschiedenen Teilen er- 
folgen. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung kann eine belie- 
bige fur die Durchfuhrung der Tests geeignete Form 
haben. So kann der Bindungsbereich (1) rechteckig, qua- 
55 dratisch. zylinderformig, als Rohrchen usw. ausgestaltet 
sein. 

Der lichtdurchlassige Bereich (2) kann hierbei eine 
Seite der Vorrichtung bilden, z. B. kann sie den Boden- 
flache bilden. 

60 Vorzugsweise ist der Verbindungsbereich zylinder- 
formig ausgestaltet, wobei der lichtdurchlassige Bereich 
(2) den Zylinderboden ausbildet. 

Wie in den Fig, 1 bis 5 gezeigt, besteht in emer erfin- 
dungsgemaB besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 

65 die Vorrichtung aus einer Vielzahi von aneinanderge- 
reihten Zylinderbereichen (1). die auf einer einheitlichen 
Bodenplatte aus lichtdurchlassigem Polymermaterial (2) 
angeordnet sind. 
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Waiter konnen auch mehrere Reihen von zylinderfor- 

irif 1^*?!"'^''"^?"^^'^^^^ ^"l e/i^,^;.Bodenplatte, die Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 

den hchtdurchlassigen Bereich (2) bildet, angeordnet — ~ — 

sein. Zur besseren Handhabung kann die erfindungsge- 

maBe Vorrichtung mit Griffbereichen wie z, B. Grifffla- 5 

schen versehen sein (siehe Fig. 5). 

Desweiteren ist es auch moglich, die Vorrichtung mit 

einem Randbereich zu versehen, der zur Kennzeich- 

nung der einzeinen Bindungsbereiche, die aneinander- 

gereiht sind, beschriftet sein kann. 10 
Die Abmessungen der Vorrichtung sind nicht kritisch. 

Sie konnen je nach Verwendungszweck frei gewahlt 

werden, solange die optische Eigenschaften nicht beein- 

trachtigt werden. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann auf Grund 15 
ihres nicht-monoiithischen Aufbaus besonders vorteil- 
haft fur Verfahren zur Bestunmung von Biomolekulen 
wie z. B. Proteinen, Aminosauren, Peptiden, Polypepti- 
den, Proteinen, Nukleinsauren, Aminen. Aminosauren, 
Monoaminen, Nukleotiden, Polynukleotiden, Polysac- 20 
charide, Lipopolysaccharide usw. eingesetzt werden. 

Patentanspriiche ^ 

1. Vorrichtung zur Durchfuhrung von anaiytischen 25 
Bestimmungen von Substanzen mit nicht-monoli- 
thischer Struktur, enthaltend mindestens einen Bin- 
dungsbereich (1) ziim Binden der zu untersuchen- 
den Substanz und mindestens einen Hchtdurchlassi- 
gen Bereich (2), 30 

2. Vorrichtung nach Anspnich 1, wobei der Bin- 
dungsbereich (1) und der iichtdurchlassige Bereich 
(2) jeweils aus Polymermaterialen bestehen, die 
gleich Oder verschieden sein konnen. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, wobei der 35 
Bindungsbereich (1) und der iichtdurchlassige Be- 
reich (2) jeweils aus einem Copolymer oder Poly- 
merblend bestehen. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, wobei der 
Iichtdurchlassige Bereich (2) aus Poiystyrol, Polyvi- 40 
nylchlorid oder Polycarbonat besteht 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei der Iichtdurchlassige Bereich (2) 
aus einem Copolymer aus Styrol und Butadien be- 
steht 45 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche. wobei der Bindungsbereich (1) oder ein 
Teil (Teile) davon einer Aktivierungsbehandlung 

unterzogen worden ist (sind). 

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 50 
Anspruche, wobei der Bindungsbereich (2) oder ein 
Teil (Teile) davon durch Behandlung mit einem Lo- 
sungsmittel aktiviert worden ist (sind), die das Poiy- 
mermaterial teilweise losen. 

8. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 55 
Anspruche, wobei der Bindungsbereich (1) oder ein 
Teil (Teile) davon durch Anwendung mechanischer 
Mittel aktiviert worden ist (sind). 

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei der Bindungsbereich (1) zylin- eo 
derformig ausgestaltet ist und der Iichtdurchlassige 
Bereich (2) die Bodenplatte des Zylinders bildet 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, wobei eine Viel- 
zahi von miteinander verbundenen zylinderformi- 
gen Bindungsbereichen (1) auf einer Bodenplatte, es 
die den Hchtdurchlassigen Bereich (2) bildet, ange- 
ordnet sind. 
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